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Аннотация
Фиброз	легких	является	следствием	многих	воздействий,	ведущих	к повреждению	тка-
ни	легкого	и развитию	последующего	воспаления.	Фиброз	представляет	собой	разраста-
ние	соединительной	ткани,	которое	может	приводить	к нарушению	архитектоники	лег-
ких	и снижать	их	функциональность	вплоть	до	летального	исхода.	При	этом	в настоящее	
время	механизмы,	лежащие	в основе	фиброгенеза,	недостаточно	изучены.	В связи	с этим	
задача	по	их	изучению	не	теряет	своей	актуальности,	и для	ее	решения	требуется	разра-
ботка	моделей	фиброза	легких,	способных	отразить	все	ключевые	процессы	фиброгенеза.
Модель	 in vivo с  использованием	 животных	 обладает	 множественными	 неоспоримы-
ми	 преимуществами,	 но	 при	 этом	 имеет	 строгие	 этические	 ограничения	 и  не	 отра-
жает	 всех	 механизмов	 фиброза	 легких,	 свойственных	 человеческому	 организму.	 При	
этом	в исследованиях	in vitro	ученые	могут	позволить	себе	использовать	биоматериалы	
не только	животных,	но	и человека	и на	их	основе	строить	клеточные	системы —	от	2D- 
до	3D-моделей.	Моделирование	фиброза	легких	преимущественно	основано	на	исполь-
зовании	 основных	 типов	 клеток,	 вовлеченных	 в  развитие	 фиброза	 легких,	 таких	 как	
миофибробласты,	фибробласты,	альвеолоциты	и других.	Некоторые	модели	базируются	
также	на	специфическом	фиброз-ассоциированном	внеклеточном	матриксе	и дальней-
шем	изучении	взаимодействия	клеток	как	друг	с другом,	так	и с	матриксом.
Cтоит	 учитывать,	 что	 в  разных	моделях	 отображаются	 естественных	процессов	фи-
брогенеза,	 что	 требует	 от	 исследовательского	 сообщества	 использования	 широкого	
круга	 моделей.	 Учитывая	 многофакторность	 патогенеза	 фиброза	 легких,	 важно	 по-
нимать	всю	совокупность	происходящих	процессов	для	получения	полноты	реальной	
картины,	близкой	к картине	 in vivo,	в связи	с чем	важна	многокомпонентность	моде-
лей.	 В  данном	 обзоре	 акцентировано	 внимание	 на	 анализе	 различных	моделей	фи-
броза	легких	 in vitro	в двумерных	и трехмерных	системах,	отображены	подходы	к их	
созданию,	 ключевые	 различия,	 основные	 преимущества	 и  недостатки	 моделей,	 как	
частные,	так	и общие.

ключевые слова: фиброз	легких,	модели	фиброза,	миофибробласты,	TGF-β,	сфероиды,	
органоиды,	профибротический	матрикс

конфликт интересов: авторы	заявляют	об	отсутствии	конфликта	интересов.

Для цитирования: Толстолужинская	А.Е.,	Басалова	Н.А.,	Ефименко	А.Ю.	Современные	
подходы	к созданию	2D-	и 3D-клеточных	моделей	для	изучения	фиброза	легких.	Регене-
рация органов и тканей. 2023;1(2):7–32. https://doi.org/10.60043/2949-5938-2023-2-7-32

Поступила	02.11.2023
Обработана	22.11.2023
Принята	к публикации	11.12.2023

https://doi.org/10.60043/2949-5938-2023-2-7-32
https://doi.org/10.60043/2949-5938-2023-2-7-32
https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi.org/10.60043/2949-5938-2023-2-7-32&domain=pdf


7–32

8 | Регенерация органов и тканей. 2023;1(2)

ОБЗОРы И КОММЕНТАРИИ
Толстолужинская А.Е., Басалова Н.А., Ефименко А.Ю. 
Современные подходы к созданию 2D- и 3D-клеточных моделей для изучения фиброза легких

Modern approaches to the creation of 2D 
and 3D cellular models for the study of lung fibrosis
anastasiya e. tolstoluzhinskaya, nataliya a. Basalova, anastasiya Y. efimenko

 Lomonosov Moscow State University, Russian Federation, Moscow, Leninskie Gory, 1, 119991

Correspondence address: tolstoluzhinskayaae@my.msu.ru

annotation
Lung fibrosis is a consequence of many influences leading to damage to lung tissue and the de-
velopment of subsequent inflammation. Fibrosis is an overgrowth of connective tissue, which 
can lead to a violation of the architectonics of the lungs and reduce their functionality up to 
a fatal outcome. At the same time, the mechanisms underlying fibrogenesis are currently insuf-
ficiently studied. In this regard, the task of studying them does not lose its relevance, and its 
solution requires the development of models of lung fibrosis that can reflect all the key processes 
of fibrogenesis.
The in vivo model using animals has multiple undeniable advantages, but at the same time it 
has strict ethical limitations and does not reflect all the mechanisms of lung fibrosis inherent 
in the human body. At the same time, in vitro research, scientists can afford to use biomaterials 
not only of animals, but also of humans, and build cellular systems based on them — from 2D 
to 3D models. Modeling of pulmonary fibrosis is mainly based on the use of the main types of 
cells involved in the development of pulmonary fibrosis, such as myofibroblasts, fibroblasts, al-
veolocytes and others. Some models are also based on a specific fibrosis-associated extracellular 
matrix and further study of the interaction of cells with each other and with the matrix.
It should be borne in mind that different models display individual nuances of the native pro-
cesses of lung fibrogenesis, which requires the research community to use a wide range of mod-
els. Taking into account the multifactorial pathogenesis of pulmonary fibrosis, it is important 
to understand the totality of the processes taking place in order to obtain the completeness 
of the real picture, close to the picture in vivo, and therefore the multicomponence of models 
is important. This review focuses on the analysis of various models of lung fibrosis in vitro in 
two-dimensional and three-dimensional systems, shows approaches to their creation, key dif-
ferences, main advantages and disadvantages of models, both particular and general.
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profibrotic matrix
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Список сокращений:

БСА — бычий сывороточный альбумин

ВКМ — внеклеточный матрикс

ИПСК — индуцированные плюрипотентные стволовые клетки

ИФЛ — идиопатический фиброз легких

ММР — металлопротеиназа

МСК — мезенхимные стромальные клетки

ПКЛ — переживающие культуры легких

ЭМП — эпителиально-мезенхимальный переход

ЭндМП — эндотелиально-мезенхимальный переход

CFTR — cystic fibrosis transmembrane regulator, трансмембранный регулятор муковисци-
доза

FGF — fibroblast growth factor, фактор роста фибробластов

FLIP 3D printer — Fluid-supported Liquid Interface Polymerization (FLIP) 3D printer, 3D-принтер 
с полимеризацией поверхности раздела фаз жидкости

FLOAT  — fast hydrogel stereolithography printing, быстрая гидрогелевая стереолитогра-
фическая печать

FN1 — fibronectin 1, фибронектин 1

PDGF — platelet-derived growth factor, фактор роста тромбоцитов

TGF-β — transforming growth factor–β, трансформирующий фактор роста бета

α-актин — α-гладкомышечный актин (α-smooth muscle actin, α-SMA)

Фиброз легких
Во время физиологических процессов раноза-
живления, в том числе поврежденного легкого, 
целостность ткани может быть восстановлена 
не только путем возвращения структуры ткани 
к  исходной, но и  путем формирования устой-
чивого рубца и переходом в фибротическое со-
стояние ткани. Фиброз развивается как след-
ствие воспалительных реакций, возникающих, 
например, при тяжелых механических повре-
ждениях, аллергиях, инфекционных заболева-
ниях, в частности при поражении организма 
вирусными агентами, такими как SARS-CoV-2, 
или при ингаляционных воздействиях факто-
ров внешней среды, включая курение или ча-
стое вдыхание пыли  [1–4]. Клеточное старение 
(сенесценция) и накопление мутаций в некото-
рых генах являются факторами, повышающими 
риск возникновения фиброза [5–8].

При этом следует отметить, что среди нозоло-
гий человека нет заболевания, которое бы но-
сило название «фиброз легких». Однако суще-
ствует ряд заболеваний, последствием которых 
является развитие воспаления, поражение аль-
веол и, как следствие, разрастание соедини-

тельной ткани в  легких (рис. 1). К  таким забо-
леваниям относят интерстициальные болезни 
легких, включая идиопатический фиброз лег-
ких (ИФЛ), идиопатическую неспецифическую 
интерстициальную пневмонию, экзогенные 
аллергические и токсические альвеолиты, син-
дром фиброзирующего альвеолита при диффуз-
ных болезнях соединительной ткани и  другие 
заболевания, число которых сегодня по не-
которым данным уже более 200  [9]. Несмотря 
на то что степень тяжести и скорость развития 
легочного фиброза при этих заболеваниях мо-
гут быть различны, значительное количество 
данных указывает на сходные патофизиологи-
ческие механизмы, лежащие в основе развития 
легочного фиброза.

Клеточным организатором процессов ремоде-
лирования ткани при фиброзе является миофи-
бробласт, который секретирует большое коли-
чество компонентов внеклеточного матрикса 
(ВКМ) и  способствует его механическому со-
кращению путем контракции (рис. 1А)  [10–12]. 
Факторы, выделяющиеся клетками в  процессе 
воспаления, приводят к тому, что клетки-пред-
шественники, в  первую очередь тканеспеци-
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фичные фибробласты, массово подвергаются 
дифференцировке в  миофибробласты  [13]. При 
нормально протекающей регенерации ткани 
многие миофибробласты подвергаются апопто-
зу и элиминируются на терминальных стадиях 
процесса  [14]. В  случае тяжелых или хрониче-
ских повреждений выражены воспалительные 
процессы, которые приводят к  постоянному 
росту числа миофибробластов, приобретаю-
щих устойчивость к апоптозу и способных к са-
моподдержанию своей популяции. Эти клетки 
приводят к  разрастанию соединительной тка-
ни, замещающей функциональную ткань орга-
на [15, 16], и формируют фибротические фокусы, 
представляющие собой зону неправильно уло-
женных фиброз-ассоциированных белков ма-
трикса (рис. 1Б)  [10, 17]. В  итоге альвеолярные 
перегородки постепенно утолщаются, вместе 
с  чем усложняется процесс газообмена и  утра-
чивается исходная архитектура легких [18]. Про-

цесс фиброгенеза при приобретении прогресси-
рующего характера может привести к полному 
отказу работы органа и  к летальному исходу, 
например в связи с дыхательной недостаточно-
стью, ишемической болезнью легких, возникно-
вением опухолевых образований [1, 3].

Основную движущую роль в  запуске фиброза 
ткани и дифференцировки фибробластов в ми-
офибробласты выполняет трансформирующий 
фактор роста бета (transforming growth factor-β, 
TGF-β), который синтезируется иммунными 
клетками и самими миофибробластами [11, 19]. 
Таргетные гены TGF-β-сигнального пути — это 
ACTA2, кодирующий α-гладкомышечный ак-
тин (α-smooth muscle actin, αSMA, или α-актин), 
COL1А1 и COL3А1, кодирующие, соответственно, 
коллаген I и коллаген III типов, TGF-βR, кодиру-
ющий рецептор к TGF-β, фибронектин (FN1), про-
дукт гена которого при фиброзе преобразуется 

Рис. 1. Развитие фиброза легких сопровождается снижением дыхательной функции и может приводить к полной дис-
функции органа и, как следствие, гибели организма: А  — молекулярно-клеточный уровень, схема. Фиброз легких 
начинается с повреждения эпителия, которое провоцирует возникновение воспалительных процессов. Макрофаги, 
альвеолярные и тканевые, принимают непосредственное участие в запуске развития фиброза путем секреции цитоки-
нов. TGF-β — основной профибротический фактор, приводит к дифференцировке фибробластов интерстиция легких 
в миофибробласты. TNF-α совместно с TGF-β способен индуцировать эпителиально-мезенхимальный переход (ЭМП) 
альвеолоцитов, что может приводить их также к дифференцировке в миофибробласты. Миофибробласты отличаются 
наличием стресс-фибрилл, состоящих из α-SMA и способствующих сокращению внеклеточного матрикса (ВКМ), а так-
же синтезу специфических молекул ВКМ: коллагена I, III типов, EDA-фибронектина, гиалуронана и других. Это приво-
дит к возникновению тканевых единиц фиброза — фибротических фокусов; б — тканевый уровень, гистологические 
срезы ткани легких мышей (трихром по Массону) в норме (верх) и при индукции фиброза интратрахеальным введе-
нием блеомицина (низ). Оранжевым цветом выделены фибротические фокусы; В — органный уровень, схема. В норме 
проявляется функция легких — осуществление газообмена. При развитии фиброза утолщенная за счет избыточного 
количества фибротической ткани альвеолярная стенка препятствует нормальному газообмену, что может приводить 
к гипоксии
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в сплайс-вариант EDA-фибронектин, способный 
стимулировать ранние этапы дифференциров-
ки миофибробластов [20, 21].

Популяция миофибробластов при фибротиче-
ских заболеваниях довольно гетерогенна  [22], 
но все они характеризуются синтезом α-актина, 
формирующего в клетках стресс-фибриллы, спо-
собствующих сокращению ВКМ, способностью 
к  синтезу ВКМ с  высоким показателем модуля 
упругости и  состоящего из EDA-фибронектина, 
фибрина, коллагенов I, III, VI типов, гиалурона-
на, а также образованием комплексов фокальных 
контактов, называемых фибронексусами [10, 23–
26]. Предшественниками миофибробластов мо-
гут быть различные клетки: весомая часть из них 
представляет собой резидентные или мигри-
ровавшие под влиянием промиграторных вос-
палительных факторов в данную область ткани 
фибробласты, а  также циркулирующие в  крови 
фиброциты, перициты, мезенхимные стромаль-
ные клетки (МСК) и иные клетки [13]. Известно, 
что в  эпителиальных клетках запускаются ме-
ханизмы, приводящие к потере своего исходно-
го фенотипа и  запускающие дифференцировку 
клеток в  мезенхимный тип. Происходит эпите-
лиально-мезенхимальный переход (ЭМП), в  ре-
зультате чего в  ткани, пораженной фиброзом, 
возникает большое число клеток, по многим при-
знакам схожих с миофибробластами [22, 27–29]. 
Некоторые данные свидетельствуют о  возник-
новении миофибробластов из клеток эндотелия 
через эндотелиально-мезенхимальный переход 
(ЭндоМП)  [8, 30, 31], хотя вклад этого процесса 
в пополнение пула миофибробластов еще полно-
стью не подтвержден.

Таким образом, фиброз легких является 
острой проблемой современного общества, так 
как он возникает вследствие множества при-
чин, ведет за собой сбои в регуляции внутрен-
них процессов организма и  способен привести 
к гибели. По этой причине исследование меха-
низмов, лежащих в основе его патогенеза, и по-
иск способов восстановления легочной ткани 
до состояния, обеспечивающего полноценную 
дыхательную функцию, является очень акту-
альным. Для решения этих задач должны быть 
использованы релевантные модели, позволяю-
щие отражать ключевые процессы, заложенные 
в  фиброгенезе. На данный момент разработан 
ряд моделей фиброза легких, имеющих как свои 
неоспоримые преимущества, так и  некоторые 
недостатки, обзор которых представлен ниже.

модели фиброза

Клеточная дифференцировка при фиброзе 
тканей и  органов активно изучается учеными, 
но по-прежнему многие молекулярно-клеточ-
ные механизмы этого процесса остаются невы-
ясненными. В  настоящее время процессы фи-
брогенеза в  легких изучают преимущественно 
на животных и  клеточных моделях, представ-
ленных в виде культивируемых в виде монослоя 
клеток, то есть в 2D-культуре [6, 7, 32, 33]. Это да-
леко не единственные модели, которыми поль-
зуются исследователи фибротических процес-
сов. В  связи с  острой актуальностью изучения 
патогенеза фиброза последнее время исследо-
ватели разрабатывают новые варианты моделей 
разных мерностей (от 2D до 3D), что дает больше 
возможностей для изучения различных меха-
низмов, лежащих в основе данного процесса.

Экспериментальные модели на животных
Модели на животных являются основными 
для исследования физиологических механиз-
мов, происходящих в  организме при развитии 
фиброза легких. Хотя хронические заболевания 
человека трудно поддаются моделированию, 
животная модель передает основные физио-
логические этапы прогрессирования фиброза, 
позволяет наблюдать за процессом дифферен-
цировки разных типов клеток в  естественных 
для них биологических условиях, а  также по-
зволяет изучать про- или антифибротический 
эффект тех или иных факторов [31, 34, 35].

Среди широко используемых моделей можно 
выделить следующие:
– модель силикоза (асбестоза) [36–38];
– модель радиационного облучения легких 
[25, 39];
– блеомицин-индуцированный фиброз [40, 41];
– флюоресцеин-изотиоционат-индуцирован-
ный фиброз [42, 43].

Каждая из описанных выше моделей имеет свои 
преимущества и  недостатки. Однако к  наибо-
лее хорошо описанным и  часто применяемым 
моделям, соответствующим патогенезу широ-
кого спектра фибротических заболеваний лег-
ких человека, включая идиопатический фиброз 
легких, можно отнести модель фиброза легких, 
индуцированного блеомицином.

Блеомицин  — это гликопептидный антибио-
тик, который первоначально был выделен 
из бактерии Streptomyces verticillatus [44]. Начало 
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его использования в  качестве агента, вызыва-
ющего фиброз легких, было основано на том 
факте, что развитие фиброза было одним из ос-
новных побочных эффектов применения бле-
омицина при лечении опухолей различного 
генеза у человека. Считается, что в результате 
воздействия блеомицина образуются хелаты 
ионов металлов, которые взаимодействуют 
с  кислородом  [45]. Возникают свободные ра-
дикалы, приводящие к разрывам одно- и двух-
цепочечной ДНК в  клетках и  тем самым сти-
мулирующие программируемую клеточную 
гибель. Повреждения ткани в  результате дей-
ствия активных форм кислорода могут приве-
сти к  воспалительной реакции, вызывающей 
легочную токсичность, активацию фибробла-
стов и  последующий фиброз  [46]. Показано, 
что основные гистологические признаки, та-
кие как формирование фибротических фоку-
сов, подплевральное поражение ткани легкого, 
облитерация респираторного отдела легких, 
увеличение количества альвеолярных макро-
фагов, у  животных, получавших блеомицин, 
аналогичны изменениям у  пациентов с  диаг-
ностированным фиброзом легких  [47]. Кроме 
того, блеомициновая модель довольно легко 
выполнима в лабораторных условиях и хорошо 
воспроизводима [34].

В настоящее время не существует модели жи-
вотных, которая могла бы полностью воспроиз-
вести все особенности фиброза легких человека, 
а  особенно прогрессирующий и  необратимый 
характер такого состояния  [3, 48]. Многочи-
сленные исследования показывают, что прекра-
щение или удаление индуцирующего фиброз 
агента может привести к  спонтанному разре-
шению фиброза и  возвращению ткани легкого 
к  нормальному физиологическому состоянию 
с  минимальными проявлениями признаков 
фиброза [15, 49]. К тому же стоит учесть, что ин-
терпретация результатов осложняется тем фак-
том, что некоторые животные, как, например, 
мыши, обладают некоторыми отличиями в ана-
томии дыхательных путей, клеточном составе 
легочной ткани и  иммунитете по сравнению 
с  человеком  [50]. Помимо прочего, этические 
соображения стимулируют замену эксперимен-
тальных моделей на животных в  соответствии 
с концепцией 3R Рассела и Берча (reduction, re-
finement, replacement)  [51]. Поэтому в  данной 
статье мы сфокусируемся на моделях фибро-
за легких in vitro и  подробнее рассмотрим 2D- 
и 3D-клеточные модели.

Ex vivo: переживающие культуры легких
Одним из перспективных направлений в  мо-
делировании фиброза легких ex vivo является 
использование переживающих культур легких 
(ПКЛ). Для получения ПКЛ используют легоч-
ную ткань человека или животных, заполняют 
данный фрагмент агарозой с  низкой темпера-
турой плавления, после чего получают срезы 
толщиной 250–1000  мкм  [52] и  культивируют 
их in vitro. При таком подходе ПКЛ сохраняют 
исходную нативную структуру легкого: его со-
став и  биомеханические свойства ВКМ, рези-
дентные клетки данного участка ткани легкого, 
что и делает их актуальной моделью для изуче-
ния легочного фиброза и тестирования лекарств 
в условиях пораженной ткани.

Для изучения фибротической ткани легкого ис-
пользуются ткани доноров с  диагностирован-
ным фиброзом легких  [53] или животных с ин-
дуцированным фиброзом легких [54].

С целью исследования динамики развития 
фиброза с  помощью ПКЛ Alsafadi с  коллегами 
предложили использовать ПКЛ из материала, 
полученного от пациентов со здоровыми лег-
кими, а  затем индуцировать раннюю стадию 
развития патологии путем добавления профи-
бротических факторов, включая TGF-β и TNF-α 
(Tumor necrosis factor α, фактор некроза опу-
холи). Такая стратегия приводила к  увеличе-
нию экспрессии фиброз-ассоциированных ге-
нов и  к отложению профибротических белков 
ВКМ [55].

Преимущество такой ex vivo модели заключа-
ется в  том, что ПКЛ позволяют снизить число 
животных для моделирования фиброза, а  так-
же использовать легкие одного животного 
или пациента для получения нескольких объ-
ектов для исследований с  максимально похо-
жими свойствами. Кроме того, использование 
ПКЛ дает возможность работы с  нативным че-
ловеческим материалом [56]. Основные лимити-
рующие факторы такого подхода — это необхо-
димость в свежеполученных тканях и короткий 
период культивирования такой системы in vit-
ro — не более 1 недели [55].

модели in vitro
Модели in vitro являются хорошей альтерна-
тивой моделям in vivo, поскольку они позво-
ляют в  различных системах, от 2D до 3D, ис-
пользовать животные и  человеческие клетки 
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для моделирования фиброза легких и  изучать 
их различные свойства, включая пролифера-
тивные, миграционные, адгезивные свойства 
или контрактильную способность, в  том чи-
сле в  динамике. Использование человеческих 
клеток обеспечивает воспроизведение ключе-
вых механизмов, которые заложены в  диффе-
ренцировке клеток при фиброгенезе именно 
человеческого организма и  которые сложно 
воспроизвести на животных моделях  [57]. Для 
моделирования процессов фиброза in vitro ис-
пользуют различные клетки легких, участву-
ющие в  развитии фиброза, например такие, 
как мезенхимные, эпителиальные, эндотели-
альные и иммунные клетки. Наиболее распро-
страненным типом клеток для моделей in vitro 
являются легочные фибробласты  [57, 58]. Это 
связано с тем, что основным типом клеток, пре-
терпевающих дифференцировку в  миофибро-
бласты, являются резидентные фибробласты, 
а также из-за относительной простоты их мето-
дов выделения и культивирования [22].

Стоит отметить, что фибробласты очень зависят 
от адгезивных взаимодействий с  микроокру-
жением, что, в  свою очередь, регулирует кле-
точное поведение, включая дифференцировку, 
пролиферацию, апоптоз и  миграцию. В  связи 
с  этим на фибробласты в  особенной мере вли-
яет мерность среды, в  которой они находятся 
в культуре in vitro (рис. 2) [59].

Модели in vitro мерности 2,5D и выше также по-
зволяют изучать влияние ВКМ, включая целые 
белки или функциональные домены белков [60, 

61], и  изменения в  модуле упругости матрик-
са на фенотип (мио)фибробластов  [60]. К  тому 
же появляется возможность изучать влияние 
на клеточную дифференцировку и  активность 
связанных с  матриксом факторов, например 
TGF-β, FGF (fibroblast growth factor, фактор роста 
фибробластов) и других [59, 62].

2d-модель фиброза
Многие механизмы, заложенные в  дифферен-
цировке клеток при фиброзе, были установле-
ны с  помощью изучения двумерных культур, 
которые представляют собой монослой клеток 
на культуральном пластике. Такие модели до-
статочно просты в исполнении и позволяют де-
лать множество повторов эксперимента [57].

Один из вариантов получения модели фиб - 
роза предполагает выделение фибробла-
стов из легких и  помещение их на пластико-
вую культуральную посуду, жесткая повер-
хность которой может активировать клетки 
и  приводить к  образованию стресс-фибрилл 
и  фокальных контактов  [12, 26]. Несмотря 
на доказанное влияние поверхности жесткого 
пластика на дифференцировку стромальных клеток  
в миофибробласты, далеко не все клетки куль-
туры подвергаются данной дифференцировке 
без дополнительных профибротических сти-
мулов.

Чтобы исследовать механизмы активации и диф-
ференцировки миофибробластов, 2D-культуры 
часто подвергаются воздействию профибро-
тических цитокинов, например TGF-β, после 

Рис. 2. Свойства клеток, например фибробластов, могут существенно отличаться в  среде разной мерности:  
А — 2D-модели, представляющие собой клетки легких на культуральном пластике; б — 2,5D-модели — слой внекле-
точного матрикса (ВКМ) или гидрогеля с  клетками на поверхности; В — 3D-модели, клетки в  трехмерных услови-
ях среды. Данные различия возникают в связи с разными свойствами условий культивирования, в первую очередь 
со свойствами и структурой ВКМ, а также влиянием различных сигналов, с которыми сталкивается клетка, в том числе 
адгезивными, топографическими, механическими, градиентными свойствами систем
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короткого периода депривации для усиления 
профиброзного эффекта  [11, 20, 21]. Важную 
роль в запуске дифференцировки клеток играет 
не только фактор роста TGF-β, но и иные факто-
ры, к примеру TNF-α, который выделяется ней-
трофилами и  способствует ремоделированию 
цитоскелета клеток и  изменению их механиче-
ских свойств [40, 63].

Стоит отдельно отметить возможность исполь-
зования культур клеток, выделенных непо-
средственно из биоптатов тканей пациентов 
или животных с  фиброзом легких. Популяция 
выделяемых стромальных клеток уже является 
в  значительной степени гетерогенной и  содер-
жит в себе эффекторные клетки фиброза, ответ-
ственные за его прогрессию, в частности фибро-
бласты и миофибробласты, что дает возможность 
не использовать дополнительную стимуляцию 
для изучения различных клеточных типов [64].

В 2D-моделях также активно изучается влияние 
процесса старения (сенесценции) на развитие 
фиброза  [7, 65, 66], поскольку сенесценция счи-
тается одним из важных факторов фиброза  [6]. 
Культуры клеток подвергают радиационному 
облучению для индукции преждевременного 
старения или пассируют до стареющего феноти-
па (остановка клеточного цикла, повышение эк-
спрессии генов CDKN1A, CDKN2A, IL6 и IL8 и по-
явление экспрессии основного маркера старения 
β-галактозидазы [66, 67]) с целью изучения уча-
стия сенесцентных клеток в  фиброзе легкого in 
vitro. Так, было показано, что фибробласты, полу-
ченные от донора с фиброзом легких, в культуре 
стареют быстрее, чем фибробласты, выделенные 
из нормальной ткани  [7], возможно, из-за боль-
шей восприимчивости к фактору TGF-β [68].

Недостатки модели
Несмотря на то что клеточная 2D-модель in vit-
ro может воспроизводить основные процессы, 
заложенные при фиброзе, например диффе-
ренцировку клеток в  миофибробласты, клетки 
в двумерной среде лишены типичных условий, 
характерных для тканей. Так, 2D-культура фи-
бробластов приобретает некоторую полярность, 
которая присуща преимущественно эпители-
альным клеткам, что может приводить к изме-
нению нативных механизмов, с  помощью ко-
торых опосредуется активация фибробластов 
с  последующей их дифференцировкой. Напри-
мер, было показано, что in vitro все три изофор-
мы TGF-β (TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3) стимулируют 

экспрессию α-гладкомышечного актина [69, 70]. 
Данные сведения отличаются от результатов, 
полученных in vivo: эти изоформы играют раз-
личные роли, что в тканях животных может об-
уславливаться различным микроокружением 
клеток [71]. К тому же в трехмерном микроокру-
жении возникает дополнительное влияние ВКМ, 
изменяется механика и плотность системы [59].

2,5d-модели фиброза легких
Среди in vitro моделей ряд ученых [33, 183–185] 
также выделяют промежуточную мерность  — 
2,5D-модели фиброза. Такие системы отли-
чаются от 2D-культур тем, что в  них клетки 
контактируют не напрямую с  поверхностью 
культуральной посуды, а  адгезируют к  слож-
ной высокомолекулярной поверхности, обла-
дающей собственными специфическими физи-
ко-химическими свойствами. К  2,5D-моделям 
можно отнести культивирование фиброз-ас-
социированных клеток на слое гидрогеля 
или ВКМ или сэндвич-систему, представляю-
щую собой слой клеток между двумя слоями ги-
дрогелей. Данные подложки позволяют созда-
вать специфический, более нативный субстрат 
для клеточной адгезии, однако клетки в  куль-
туре по-прежнему сохраняют контакт со средой 
культивирования.

Модели на основе гидрогелей представляют со-
бой насыщенные молекулами воды природные, 
то есть на основе ВКМ  [72], или синтетические 
полимеры, на поверхности которых культиви-
руются активированные фибробласты, миофи-
бробласты и  другие клетки легких  [72, 73]. Де-
целлюляризированный ВКМ легких может быть 
представлен в виде гидрогеля после расщепле-
ния ВКМ пепсином в кислой среде. В то же время 
такая процедура расщепления ВКМ приводит 
к  потере исходного показателя модуля упру-
гости матрикса в ткани и его структуры, и для 
восстановления данных параметров гидрогель-
ВКМ необходимо смешивать с синтетическими 
полимерами [74]. Более щадящий многоступен-
чатый способ обработки ВКМ позволяет сохра-
нить нативные биомеханические свойства ВКМ, 
в  том числе фиброзной ткани: лиофилизация 
децеллюляризированной ткани, измельчение 
ее в  порошок с  последующей солюбилизацией 
и желированием [75].

Наиболее популярными вариантами в  такой 
системе, а  также в  3D-системе подобного рода 
(см. главу «3D-модели») являются синтетические 
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гидрогели на основе полиакриламида из-за лег-
ко изменяемого параметра упругости, который 
можно настроить, регулируя относительные 
концентрации акриламида и  бисакрилами-
да [76]. Гидрогели, изготовленные из смеси по-
лиакриламида и коллагена I типа наиболее из-
учены как система 2,5D- и 3D-культивирования 
для моделирования легочного фиброза, по-
скольку коллаген I  типа является преобладаю-
щим типом коллагена в ВКМ, обнаруживаемом 
в фибротических фокусах [77]. Так, в полиакри-
ламидных гелях, богатых коллагеном I  типа, 
исследовано влияние показателя модуля упру-
гости субстрата различной величины и влияние 
фактора TGF-β на дифференцировку фибробла-
стов и их способность к миграции. По мере уве-
личения жесткости гидрогеля, то есть увеличе-
ния модуля упругости, и  под влиянием TGF-β 
увеличивалось число дифференцированных 
миофибробластов с  повышением экспрессии 
α-гладкомышечного актина и  с образованием 
стресс-фибрилл  [76, 78], а  также способность 
клеток к миграции с соответствующим повыше-
нием экспрессии фактора PDGF [79]. Аналогич-
ным образом активируется сигнальный путь 
FAK/Akt  [80], который способствует отложению 
коллагена I типа и ингибированию матриксной 
металлопротеиназы ММР-1, и  транскрипцион-
ный комплекс c-Fos и c-Jun, приводящий к уве-
личению синтеза α6-интегрина, опосредующего 
инвазию миофибробластов и  дальнейшее раз-
витие фиброза легких [81].

Сэндвич-система культивирования представ-
ляет собой два слоя гидрогеля с  разными зна-
чениями модуля упругости и расположенными 
между ними фибробластами/миофибробласта-
ми. Так, например, гидрогели в сэндвич-систе-
ме могут представлять собой полиакриламиды 
с  различными модулями упругости с  добавле-
нием различных необходимых для роста клеток 
веществ (БСА, факторов роста и  др.) и  белков 
ВКМ. Такая система обеспечивает клеткам воз-
можность адгезировать к  обоим слоям гидро-
гелей, что исключает возникновение неспеци-
фичной полярности [82].

Как уже говорилось выше, системы 2,5D обеспе-
чивают более естественные условия для куль-
тивирования эффекторных клеток фиброза, так 
как поверхность пластиковой культуральной по-
суды покрывается компонентами, характерными 
для ткани здорового или фибротического легкого. 
Возникают более тесные взаимодействия меж-

ду клетками и  ВКМ по сравнению с  системами 
2D. Однако в некоторых вариантах 2,5D-моделей 
остается возможность для возникновения поляр-
ности клеток и отсутствует градиент растворимо-
сти различных факторов, что имеет место in vivo. 
Из всех вышеперечисленных моделей только сэн-
двич-система позволяет создать условия для сни-
жения возникновения полярности, но сами клет-
ки, как и  в остальных 2,5D-системах, не имеют 
возможности взаимодействовать друг с  другом 
во всех плоскостях [60].

3d-модели фиброза легких
Трехмерные модели in vitro лучше всего воспро-
изводят микроокружение ткани легкого in vivo 
по сравнению с  2D- и  2,5D-моделями благода-
ря объемной структуре системы. Подобно мо-
делям 2,5D здесь также могут имитироваться 
жесткость, то есть модуль упругости, и  струк-
тура нативного матрикса и  воспроизводить-
ся соответствующие взаимодействия клеток 
с ВКМ. Помимо этого возникает вариативность 
клеток во взаимодействии друг с другом в свя-
зи с  возникновением клеточной 3D-системы 
контактов. Кроме того, клетки, культивируемые 
в  3D-моделях, подвергаются воздействию гра-
диентов растворимых факторов роста, анало-
гично условиям in vivo [59, 62].

Децеллюляризированные матриксы
Для большего приближения микроокружения 
культивируемых in vitro клеток к фибротическим 
условиям легких in vivo используют децеллюля-
ризированную ткань легкого [26, 83, 84]. На дан-
ный момент существует множество детергентов 
для удаления клеточных компонентов, таких 
как Triton X-100 [75, 85–87], SDS (Sodium Dodecyl 
Sulfat, например 1% водный раствор)  [88], бен-
зоназная эндонуелеаза  [89], дезоксихолат на-
трия [90, 91]. Одним из наиболее перспективных 
считается цвиттерионный детергент (3-((3-хола-
мидопропил) диметиламмонио)-1-пропансуль-
фонат, CHAPS), который обеспечивает мини-
мальную потерю белков ВКМ, таких как эластин, 
коллаген и  ламинины  [92–94]. Чтобы удалить 
иммуногенную для других клеток остаточную 
ДНК в  матриксе, фрагмент ткани инкубируют, 
например, в  NaCl  [75] и/или в  растворе с  ДНКа-
зой [86]. Для стерилизации образцов использует-
ся слабый раствор надуксусной кислоты [93, 95] 
с этанолом или антибиотик [89].

Такая децеллюляризированная фибротическая 
легочная ткань человека позволяет исследовать 
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профибротические фенотипы фибробластов, 
активация которых вызвана патологически мо-
дифицированным ВКМ  [96], или изучать влия-
ние фибротического ВКМ легкого на активность 
и транскриптом культивируемых в нем первич-
ных клеток легких [85].

Недостатком такой 3D-модели может являться 
то, что различные методы децеллюляризации 
и  продолжительность воздействия реагентов 
протокола могут влиять на исходный состав 
матрикса, приводить к потере белков ВКМ и вы-
мывать факторы роста, связанные с матриксом, 
например TGF-β, что делает сравнение и интер-
претацию полученных результатов затрудни-
тельными.

Гидрогели 3D
Еще один вариант создания модели фибро-
за легких in vitro  — это использование гидро-
гелей для воссоздания 3D-среды культиви-
рования эффекторных клеток фиброза. Для 
моделирования фиброзных заболеваний ис-
пользуют гидрогели, аналогичные по составу 
тем, что используются в  2,5D-системах. Отли-
чие гидрогелевых 3D-моделей от 2,5D заключа-
ется в том, что структура геля позволяет клет-
кам находиться не на поверхности геля, а в его 
толще  [97, 98]. Это делает возможным контакт 
клеток между собой и со средой со всеми ее со-
ставляющими во всех плоскостях, что в  итоге 
приводит к  образованию сети из клеток  [99]. 
Такую модель удобно использовать в  том чи-
сле для оценки активации клеток через степень 
сжатия ими гидрогеля  [98]: дифференцировка 
клеток в  миофибробласты приводит к  реорга-
низации цитоскелета и  к возникновению кон-
трактирующих сил, действующих на гидрогель 
и сжимающих его [60, 78].

Было проведено исследование влияния TGF-β 
на дифференцировку миофибробластов, в  ко-
тором использовалась 3D-модель на основе ги-
дрогеля из ВКМ с добавлением сшитого полиэ-
тиленгликоля диакрилата, модифицированного 
желатина (5%) и  синтетической гиалуроновой 
кислоты. Такая модель сравнивалась с  анало-
гичной моделью, но в  2,5D-системе, а  также 
в  2D-культуре фибробластов. После обработки 
TGF-β (от 0,1  до 20  нг/мл) выяснилась, во-пер-
вых, что оптимальная концентрация TGF-β 
для дифференцировки клеток в  миофибро-
бласты составляет 5–10  нг/мл во всех моделях, 
а во-вторых, что в 3D-системе в отличие от 2,5D 

значительно снижается экспрессия α-актина 
в  присутствии гиалуроновой кислоты, а  также 
снижается экспрессия коллагена I, III и фибро-
нектина, но повышается активность металло-
протеиназ 1-го и 2-го типа [72].

В 3D-системе коллагенового гидрогеля было 
показано, что фибронектин имеет важное зна-
чение для кластеризации клеток, которая про-
исходит как во время гомеостаза, так и при фи-
брозе с  образованием фибротических фокусов. 
На данной модели было показано, что это ди-
намичный процесс, который зависит от балан-
са между сокращающими ВКМ (мио)фибробла-
стами и  мигрирующими от сайта уплотнения 
фибробластами  [100]. Оказалось, что для раз-
рушения кластера клеток и деградации фибро-
нектинового матрикса, характерного для фи-
броза, нужна в первую очередь ММР-2, а также 
промиграционные стимулы, например PDGF 
или сыворотка, которые позволяют клеткам 
мигрировать из фокуса [101].

С использованием 3D гидрогелевой системы 
был имитирован in vitro фиброз, вызываемый 
диоксидом кремния (SiO2). В  коллагеновом ги-
дрогеле культивировали первичные фибробла-
сты легких человека, на которые воздействова-
ли молекулами SiO2. При этом, как наблюдалось 
в исследованиях, SiO2 способствует увеличению 
миграции фибробластов через действие хемо-
таксического белка-1  моноцитов хемокина/
цитокина MCP-1, который регулирует воспали-
тельные процессы и имеет решающее значение 
в запуске фиброза [102, 103].

Помимо прочего, гидрогели, совместимые 
с  3D-культивированием клеток, являются ос-
новой для получения моделей легкого и  ле-
гочного фиброза путем биопринтинга (см. 
главу «3D-биопечать»). Гидрогели природного 
или синтетического состава могут быть исполь-
зованы как среда, в которую помещаются клет-
ки при печати тканевой структуры, то есть так 
называемые биочернила [32, 104].

Одним из существенных ограничений исполь-
зования гидрогелей в  моделировании 3D яв-
ляется сложность длительного культивиро-
вания клеток из-за контракции и  деградации 
гидрогеля в  процессе культивирования. При-
родные гидрогели на основе ВКМ механически 
сложно настраиваемы из-за предварительной 
подготовки матрикса, что требует добавления 
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синтетических компонентов. Поэтому неко-
торые исследователи считают, что гидрогели 
не являются подходящими моделями in vitro 
для изучения клеточных взаимодействий [105]. 
Также, несмотря на возможное близкое сход-
ство по клеточному и  матриксному составу, 
3D-система на основе гидрогеля не может пол-
ностью имитировать фибротические условия 
ткани in vivo.

Клеточные сфероиды
Сфероиды легких представляют собой клетки 
легких взрослого организма, культивируемые 
в  виде самособираемых сфероидальных агре-
гатов с  использованием низкоадгезивных по-
верхностей  [106, 107]. Кластеризации клеток 
в  сфероиды способствуют в  первую очередь 
адгезионные взаимодействия между клетка-
ми, а  также взаимодействие фрагментов ВКМ, 
конкретнее фибронектина и его клеточного ре-
цептора — интегрина α5β1 [108]. Кроме того, эк-
зогенный фибронектин может способствовать 
уплотнению клеточных сфероидов, а его вклад 
в модуль упругости матрикса может приводить 
к  дифференцировке клеток в  миофибробла-
сты [85, 109].

В настоящее время сфероиды как подходящий 
альтернативный вариант для исследования 
дифференцировки клеток и  иных механиз-
мов фиброгенеза используют в моделировании 
фибротических тканей легких или взаимо-
действия отдельных клеточных культур, отра-
жающих основные механизмы фиброза  [106]. 
Модель фиброза легких на основе сфероида 
может представлять собой агрегаты из фи-
бробластов или миофибробластов легких че-
ловека, что позволяет исследовать поведение 
клеток и  их дифференцировку в  3D-мерности, 
аналогичной in vivo. Для получения сфероидов 
используют метод «висячей капли» или посу-
ду с  низкоадгезивным покрытием. В  первом 
методе капли суспензии клеток располагают 
на крышку 96-луночного планшета или исполь-
зуют коммерческие системы культивирования 
висячих капель  [110–113]. Второй метод полу-
чения сфероидов предполагает использование 
субстратов с низкоадгезивными, мягкими свой-
ствами, например коллагеновый матрикс  [100, 
114–116], агарозу  [107, 108, 117] или коммерче-
скую посуду  [109, 118, 119]. Например, исполь-
зуя колбы с низкоадгезивным покрытием, Cores 
с коллегами получали мультиклеточные сферо-
иды, включающие в себя альвеолоциты II типа, 

клетки эндотелия, различные стромальные 
клетки и  другие  [109]. Также существует спо-
соб использования супергидрофобных поверх-
ностей, на которых формируется замкнутая 
капля, не контактирующая с данной не смачи-
ваемой поверхностью, чтобы избежать воздей-
ствий, исходящих от контакта с ней [120–122].

При этом отмечено, что при сборке сферои-
дов из миофибробластов человека происхо-
дит их дедифференцировка, то есть потеря 
характерных для них черт, включая снижение 
уровня α-актина и  виментина, а  также низкое 
число пролифераций [10, 123]. По нашим пред-
варительным данным было также показано, 
что миофибробласты сложнее самоорганизу-
ются в сфероиды, в связи с чем получение сфе-
роидов из них проблематичнее, чем, например, 
из фибробластов. Другой группой ученых, Gra-
nato с коллегами, было выявлено, что при сбор-
ке сфероидов из миофибробластов снижается 
уровень α-гладкомышечного актина и  полно-
стью исчезает экспрессия маркера пролифера-
ции Ki-67 после 72 часов культивирования. Ве-
роятно, миофибробласты при агрегировании 
в  сфероид переходят во временное состояние 
покоя, хотя со временем такие клетки снова 
приобретают способность пролиферировать 
и  могут приобрести морфологию миофибро-
бластов под влиянием профибротических фак-
торов [110]. В то же время в другой работе было 
показано, что при сборке сфероидов на низко-
адгезивном коллагеновом матриксе из фибро-
бластов человека также снижается их пролифе-
рация, но происходит повышение экспрессии 
фибронектина, FGF, PDGF-A и  TGF-β, характер-
ных маркеров фиброза [114].

Интересным фактом является то, что в 2D-куль-
туре возможна спонтанная сборка сфероидов 
из фибробластов легких под длительным воздей-
ствием TGF-β (10 нг/мл) [57]. Это является следст-
вием накопления ВКМ, индуцированного TGF-β, 
что имитирует нарушение нормальной архитек-
туры ткани при фиброзе и напоминает формиру-
ющиеся in vivo фибротические фокусы, в том чи-
сле и по белковому составу матрикса.

Tan и  его коллеги получили более сложные 
по клеточному составу сфероиды, объединив 
первичные эпителиальные клетки бронхов, 
фибробласты легких и  микрососудистые эндо-
телиальные клетки легких взрослого человека 
для получения 3D-моделей дыхательных путей, 
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схожих по итоговому строению с  органоида-
ми [124]. Случайно посеянные смешанные кле-
точные популяции подверглись быстрой кон-
денсации с  последующей самоорганизацией 
в отдельные эпителиальные и эндотелиальные 
структуры, которые были стабильны и механи-
чески прочны до четырех недель культивиро-
вания. Такие сфероиды имитировали строение 
дыхательных путей in vitro, а добавление профи-
бротического фактора TGF-β приводило к повы-
шению экспрессии мезенхимных генов, вовле-
ченных в  фиброз, причем как в  фибробластах, 
так и в эпителиальных клетках модели [124].

Интересно, что существуют исследования, в ко-
торых использовались сфероиды клеток легких 
и  МСК не как модели, а  как терапевтические 
агенты для восстановления ткани легкого по-
сле воздействия на мышей блеомицином. Та-
кие сфероиды вводились через хвостовую вену. 
Результаты показали, что введение сфероидов 
значительно ингибировало развитие блеоми-
цин-индуцированного фиброза. При этом в не-
которых работах отмечается непосредственная 
инфильтрация фибробластов и МСК в ткани, а в 
некоторых подчеркивается вклад их паракрин-
ной активности в процессе регенерации легоч-
ной ткани [109, 118, 125, 126].

Органоиды
Органоиды легких представляют собой само-
собирающиеся структуры из стволовых клеток 
(индуцированных стволовых клеток человека 
(ИПСК), эмбриональных стволовых клеток (ЭСК), 
стволовых клеток легких  [95]), которые в  усло-
виях in vitro следуют последовательным этапам 
дифференцировки, в чем-то аналогичным про-
цессу формирования легких в  эмбриогенезе, 
что приближает их к  нативному взаимодейст-
вию клеток в органе  [127–129]. Органоиды пре-
имущественно получают на низкоадгезивной 
поверхности так же, как и  сфероиды  [130,131], 
а  для улучшения выживаемости клеток полу-
ченные структуры часто далее культивируют, 
например в  субстрате гидрогеля или матриге-
ля [124, 132, 133].

Наиболее распространенная классификация 
органоидов легких основана на типах функ-
циональных клеток, которые входят в  их со-
став. Так, можно выделить органоиды дыха-
тельных путей, содержащие клетки, присущие 
преимущественно проводящим путям дыха-
тельной системы, альвеолярные органоиды, 

состоящие из альвеолоцитов I и II типов, и ор-
ганоиды «смешанного» состава, включающие 
различные типы клеток, характерные для раз-
ных отделов легких [133]. При этом клетки в ор-
ганоидах выстраиваются в  соответствующие 
слои, схожие с гистологией тканей in vivo, обра-
зуя при этом полости «альвеол» или ходы «ды-
хательных путей».

Как было сказано выше, органоиды легких по-
лучают путем направленной дифференцировки 
стволовых клеток, чаще всего из ИПСК. Учи-
тывая, что в  эмбриогенезе легкое происходит 
из клеток передней кишки, на первом этапе по-
лучения органоидов индуцируют дифференци-
ровку ИПСК в составе 3D-сфероидов в энтодер-
му путем добавления характерных для данного 
этапа факторов (например, активина А, участ-
ников Wnt-пути при одновременном ингиби-
ровании путей BMP/TGF-β)  [95, 134, 135]. Далее 
в  систему включаются факторы, необходимые 
для дальнейшей дифференцировки сферои-
да по типу легких, приводящих к образованию 
альвеол или/и ветвлению аналогов дыхатель-
ных путей [95, 131, 136, 137]. В результате обра-
зуются органоиды in vitro, включающие многие 
типы клеток дыхательных путей, в  том числе 
базальные и  реснитчатые клетки, альвеолоци-
ты и  мезенхимные клетки: фибробласты, мио-
фибробласты, которые совместно экспрессиру-
ют α-актин и  PDGFA, и  дифференцированные 
гладкие мышцы, экспрессирующие α-актин [95, 
129, 131, 138, 139].

Существует также вариант формирования ор-
ганоидов легких через стадию получения ме-
зенхимной популяции клеток из ИПСК. Мезен-
химные клетки обеспечивают синтез белков 
ВКМ и  различных растворимых белков, необ-
ходимых для микроокружения, специфичного 
для конкретного типа клеток легких, а  их вза-
имодействие с эпителиальными клетками име-
ет важное значение для нормального развития 
органа  [140]. Путем дальнейшей направленной 
дифференцировки клеток в 3D-модели, напри-
мер через активацию TBX4 или активина А, пути 
Wnt, FGF10, образуются альвеолярные структу-
ры и эпителиальные клетки, формирующие ды-
хательные пути в органоидах, через мезенхим-
но-эпителиальный переход [140, 141].

Одна из целей применения органоидов лег-
ких — это моделирование различных заболева-
ний. Так, например, альвеолярные органоиды 
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были использованы для изучения характери-
стик реакций клеток на вирус гриппа A (H1N1) 
и инфекцию, вызванную коронавирусом (SARS-
CoV-2) [140, 142]. Такие альвеолярные органоиды 
могут быть заражены SARS-CoV-2, вследствие 
чего клетки в  его составе начинают проявлять 
провоспалительный фенотип, экспрессируя 
характерные цитокины и  хемокины, а  также 
активировать экспрессию генов, связанных 
с  апоптозом, при снижении экспрессии белков 
сурфактанта  [143]. С помощью органоидов воз-
можно моделирование и  фиброза легких, хотя 
на данный момент подобных работ не так мно-
го. Например, на органоидах легких было изуче-
но воздействие твердых частиц, которые могут 
являться компонентами загрязненного воздуха 
и  приводить к  фиброзу  [142]. Было обнаруже-
но, что воздействие твердых частиц приводит 
к  повышению уровня транскрипции фиброз-
ассоциированных генов в  органоиде, таких 
как α-актин, виментин, коллаген I типа и к TGF-
β1-опосредованной активации ЭМП альвеоляр-
ного эпителия органоида [142, 144].

Получать органоиды легких для изучения фи-
броза также позволяет использование куль-
тур клеток, несущих определенные мутации. 
Так, например, из первично полученной куль-
туры фибробластов донора с  синдромом Гер-
манского  — Пудлака, который проявляется, 
помимо иных симптомов, также фиброзом лег-
ких, были получены ИПСК, а  затем органоиды 
легких. Клетки несли мутацию в  гене AP3B1, 
который кодирует субъединицу белка, свя-
занного с  адаптером комплекса 3 (АР-3), необ-
ходимого для лизосомальной сортировки  [145, 
146]. Мутация в  клетках приводит к  накопле-
нию профибротического ВКМ и  мезенхим-
ных клеток с  соответствующими маркерами: 
α-гладкомышечным актином, виментином, ре-
цепторами к PDGF [129].

Также существуют работы по получению моде-
лей кистозного фиброза, или муковисцидоза, 
на основе органоидов легких. Например, ис-
пользовались ИПСК человека, в  которые пред-
варительно была внесена мутация гена CFTR, 
что является наиболее частой причиной воз-
никновения муковисцидоза среди людей  [135]. 
В  работе Sachs и  коллег  [147] описывается под-
ход к  созданию модели дыхательных путей 
взрослого организма на основе различных кле-
ток из биопсии легкого человека с  мутацией 
в гене CFTR, культивируемых в толще гидроге-

ля из подобия растворимой формы базальной 
мембраны, содержащего, например, ламинин, 
коллаген IV, протеогликаны гепарансульфа-
та  [148]. Органоиды in vitro дыхательных путей 
при наличии мутации в  гене CFTR повторяли 
основные признаки заболевания и  отличались 
повышенным содержанием ВКМ [147, 149].

Недостатки моделей легких на основе 
сфероидов и органоидов
Ограничением органоидов, в отличие от сферо-
идов, является их вариативный размер и форма, 
что затрудняет получение воспроизводимых ре-
зультатов и их интерпретацию. Данное явление 
связано с возможными отклонениями в процес-
сах дифференцировки клеток и формирования 
ими 3D-структуры, имитирующей структуру 
легкого. Следует также отметить, что во всех 
3D-структурах неизбежно возникает некоторый 
градиент распределения веществ: доступность 
кислорода, метаболитов и других растворимых 
факторов резко различаются от центра до пери-
ферии структуры [125]. Такой градиент создает 
различные условия культивирования для клеток 
в центре и по периферии. Это может приводить, 
например, к гибели клеток в центре структуры 
из-за нехватки питательных веществ, гипок-
сии, ограниченной возможности для некото-
рых молекул или комплексов проникать в центр 
структуры, например внеклеточных везикул. 
В то же время считается, что наличие градиента 
веществ может приближать модель к воспроиз-
ведению неоднородного градиента в некоторых 
тканевых доменах in vivo, например фибротиче-
ских фокусах [150].

3D-биопечать
Относительно новой областью тканевой инже-
нерии является 3D-биопечать, представляющая 
собой процесс послойного точного позициони-
рования биологического материала, биохими-
ческих веществ и живых клеток [151, 152]. Важ-
ным условием создания такой конструкции 
является совместимость материала с клетками 
и одновременно с процессом печати. В настоя-
щее время обычно такими материалами явля-
ются полимеры, полученные из тканей живых 
организмов (альгинат, желатин, коллаген, гиа-
луроновая кислота) или синтетические полиме-
ры (полиэтиленгликоль) [153].

Пока данная технология активно развивается 
в сфере медицины для создания искусственных 
тканей и  органов с  целью трансплантологии 
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или для скрининга лекарств  [154, 155]. Для ис-
следовательских целей активно используется, 
например, модель фиброза печени, полученная 
путем 3D-биопечати [104, 156, 157], но биоприн-
тинг в настоящее время не так широко распро-
странен для создания моделей болезней легких, 
включая фиброз.

Недостатком этой модели фиброза in vitro явля-
ется сложность создания структур малого раз-
мера: при точечном нанесении проблематично 
создавать выступающие или полые структуры, 
что требует применения, например, жестких 
каркасов  [158]. Длительность печати некото-
рых 3D-биопринтеров может снижать качест-
во деталей, приводить к  дегидратации, низко-
му уровню кислорода и  температурному шоку, 
что может снижать жизнеспособность инкапсу-
лированных клеток, которых требуется много 
для печати. Хотя стоит отметить, что сейчас по-
являются принтеры нового поколения, позво-
ляющие печатать с  увеличенной скоростью  — 
3D-принтер с  полимеризацией поверхности 
раздела фаз жидкости (FLIP) или быстрая ги-
дрогелевая стереолитографическая печать 
(FLOAT)  [159, 160]. Но запатентованная техно-
логия печати и  сложные экспериментальные 
установки делают данные системы практически 
недоступными для широкого использования 
исследовательским сообществом [32].

«Фиброз-на-чипе»
Благодаря биоинженерии на основе технологий 
микрофлюидики были созданы модели «ор-
ган-на-чипе» («органоид-на-чипе»), в том числе 
«легкое-на-чипе», включая модель патологии 
«фиброз-на-чипе»  [161]. Орган-на-чипе пред-
ставляет устройство, чип, с камерами и канала-
ми, в которых выращиваются культуры клеток 
в  регулируемых условиях, что симулирует ра-
боту отдельных органов, тканей или процессов. 
Данная технология позволяет проектировать 
межклеточные и межтканевые взаимодействия, 
взаимодействия между органами (например, 
легкие  — сердце  — печень), а  также физиоло-
гические механизмы, характерные для легких, 
например дыхательные движения или имита-
ция газообмена в  альвеолах  [162, 163]. В  такой 
системе есть возможность управлять клеточ-
ной микросредой с  высокой точностью, вклю-
чая механические и  биохимические сигналы, 
что позволяет создавать более физиологически 
значимые условия и  изучать влияние данных 
факторов на фибротические процессы [164, 165].

С помощью чипов была смоделирована ткань 
фибротического легкого с  микро- и  макро-
сосудистой архитектурой, что позволяет 
контролируемо изучать в  том числе и  васку-
ляризацию [162, 166, 167]. На такой васкуляризи-
рованной модели фиброза легких-на-чипе было 
изучено влияние инородных частиц, поступаю-
щих из «альвеол» в «легочную сосудистую сеть» 
и  вызывающих повреждение и  воспаление, 
что запускает фиброз  [162], а  также механизм 
действия антифибротического препарата нин-
теданиба, который способствовал снижению 
числа сосудов вокруг фибротического фокуса, 
ингибировал пролиферацию фибробластов и их 
инвазивные свойства [167].

Неоспоримым плюсом такой модели является 
возможность изучения различных антифибро-
тических или иных препаратов на наличие по-
бочных эффектов в «нецелевых» тканях и  ор-
ганах. Так, на примере мультиорганоидной 
платформы с  микрореакторами органоидов 
легких, печени и  сердца был подтвержден не-
гативный эффект блеомицина  [168], выражаю-
щийся в существенном изменении морфологии 
в «серд це» и увеличения экспрессии провоспа-
лительных молекул в «легких».

Первоначально в  создании органов-на-чи-
пах присутствовала проблема короткого сро-
ка культивирования культур/органоидов из-за 
замкнутости системы и  отсутствия смены пи-
тательной среды. Но фиброз легкого, развитие 
или его реверсия, представляет собой длитель-
ный процесс. Данный недостаток легких-на-
чипах компенсировали созданием активных 
или пассивных насосных систем для удаления 
продуктов метаболизма и  добавления новой 
питательной среды [163, 169].

Легкие-на-чипе, несмотря на свою прибли-
женность к  физиологическим условиям in vivo, 
не могут пока полноценно заменить все модели. 
Дорогостоящая техника и  сложность создания 
моделей-на-чипах не позволяют внедрить мо-
дели для скрининга, в том числе для высокопро-
изводительного экспериментального или фар-
мацевтического анализа фиброза легких.

заключение
На данный момент процессы, отвечающие 
за возникновение и  прогрессию фиброза лег-
ких, полностью не изучены, хотя эта проблема 
является крайне актуальной. Пока не сущест-
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вует эффективных методов лечения, которые 
позволили бы остановить прогрессию идиопа-
тических форм или способствовать реверсии 
фиброза легких. Одна из главных проблем, ко-
торая возникает при его изучении,  — это под-
бор подходящих моделей, которые могли бы от-
разить те или иные механизмы фиброгенеза. 
Данный обзор посвящен разнообразию моделей 
фиброза легких, их плюсам и минусам и иссле-
довательским возможностям.

Несмотря на то что в  исследованиях все чаще 
предпочтение отдается 2,5D- и 3D-моделям из-за 
их лучшей имитации условий in vivo, 2D-исследо-
вания по-прежнему являются надежной экспе-

риментальной основой для исследований in vitro 
с целью изучения гипотез и дальнейшего подтвер-
ждения полученных данных на моделях более 
высокой мерности или in vivo. Благодаря отно-
сительной простоте 2D-модели и  возможности 
в  контролируемых условиях наблюдать за инди-
видуальными клеточными реакциями на раство-
римые сигналы, ее активно используют наравне 
с другими вариантами моделирования фиброти-
ческих процессов легких. Другие модели фиброза 
легких привносят в эксперименты иные возмож-
ности для исследования, как, например, изуче-
ние реакции клеток на молекулы матрикса и его 
модуль упругости, что особенно часто изучается 
на 2,5D-моделях (рис. 3).

Рис. 3. Разнообразие моделей фиброза легких и  основные источники материала для их получения: биоптаты, по-
лученные из легких здорового человека или с диагностированным фиброзом, а  также легкие животных, в  том чи-
сле с индуцированным фиброзом. 2D-модели представляют собой клетки, культивируемые на культуральной посуде; 
2,5D-модели включают в себя слой внеклеточного матрикса (ВКМ) или гидрогеля, на которых культивируются целевые 
клетки, участвующие в фиброзе легких, или два слоя гидрогеля, между которыми расположена культура; 3D-модели 
(слева направо): клетки, культивируемые в  толще гидрогеля или децеллюляризированного матрикса, полученного 
из фрагмента ткани, сфероиды из клеток легкого, органоиды легких, полученные путем направленной дифференци-
ровки индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК), «легкое-на-чипе» и модификация этой модели 
«фиброза-на-чипе»
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Однако мерность моделей влияет не только 
на возможность экспериментатора исследо-
вать те или иные свойства клеточной культуры 
или мультиклеточной системы, но и  на морфо-
логию самих клеток. Клетки, культивируемые 
на 2D-поверхности, приобретают апикально-ба-
зальную полярность, происходит миозин-опос-
редованное натяжение цитоскелета и  усиление 
фокальной адгезии, что для них не является 
характерным и  может приводить к  изменению 
функций  [59]. Данный эффект минимизируется 
в 3D-системах, так как у фибробластов возникает 
больше интегриновых сайтов адгезии и  клетки 
могут вытягиваться в сторону всех трех плоско-
стей по сравнению с 2D-системами, что также по-
зволяет им формировать более сложные струк-
туры [59, 82, 111, 170]. К тому же в 3D-культурах 
клетки остаются в состоянии пролиферативного 
покоя, что позволяет лучше контролировать их 
активацию, например путем переноса клеток 
из сфероида в  2D-культуру или обработки про-
фибротическими факторами роста [171].

Сложные 3D-модели фиброза легких действи-
тельно приближают исследователей к реальной 
картине процессов в  ткани in vivo, но многие 
из них в настоящее время имеют ограниченный 
срок культивирования и, соответственно, на-
блюдения. В свою очередь, фиброз часто прио-
бретает прогрессирующий характер, динамика 
которого видна в течение длительного периода 
времени. В связи с этим нужно работать над уве-
личением срока работы моделей фиброза.

Основным недостатком весомого большинства 
моделей фиброза легких является отсутствие ком-
понентов иммунной системы. Это отдаляет моде-
ли от физиологических процессов in vivo, то есть 
от реальной совокупности механизмов, в которых 
важнейшую роль играют компоненты иммунной 
системы. Этот недостаток в том числе не позволяет 
с высокой степенью надежности проводить скри-
нинги перспективных антифибротических лекар-
ственных препаратов и  оценивать потенциаль-
ные риски их воздействия на организм. Изучение 
иммунных клеток является обязательной частью 
изучения фиброза, развитие которого происходит 
чаще всего как следствие воспаления  [172, 173]. 
Внесение иммунного компонента в  систему  — 
то, к  чему надо стремиться при моделировании 
фиброгенеза. Сегодня для изучения иммуноло-
гической компоненты преимущественно исполь-
зуют модели in vivo на животных или, например, 
анализируют отдельные популяции иммунных 
клеток, выделенных из биопсий больных фибро-

зом легких доноров или бронхоальвеолярного ла-
важа [174–177]. Ряд исследований проводится и на 
моделях in vitro  [178–180]: изучение влияние се-
кретома иммунных клеток на дифференцировку 
(мио)фибробластов в 2D-культурах [181] или, нао-
борот, влияние секретома фибротических клеток 
на активность клеток иммунитета  [38]. Исполь-
зуют также со-культивирование фибробластов 
с  лейкоцитами, макрофагами, нейтрофилами 
и другими клетками иммунитета, потенциально 
задействованными в  развитии фиброза легких 
или его подавлении [182]. Предпринимаются еди-
ничные попытки создания более сложных моде-
лей фиброза легких с  иммунной составляющей. 
Например, получение альвеолярных органоидов, 
в которых демонстрируются критические патоло-
гические признаки легочного фиброза (воспале-
ние, накопление коллагена), а  некоторые клетки 
проявляют фенотипическое и  функциональное 
сходство с макрофагами человека [56].

Воспалительные процессы, приводящие к  фи-
брозу легких, это сложные сети передаваемых 
сигналов от клетки к  клетке, которые имеют 
меняющийся во времени характер, что сильно 
усложняет построение корректных моделей. 
Но учеными предпринимаются попытки по со-
зданию многокомпонентных моделей, направ-
ленных в том числе на изучение иммунной со-
ставляющей фиброгенеза.

***

Изучение фиброза легких — важная, но непростая 
задача, которая требует внимательного и  тща-
тельного подхода. В каждой из вышеперечислен-
ных моделей нам удалось обозначить недостатки, 
но также назвать неоспоримые преимущества, 
благодаря которым исследователи часто обраща-
ются к  данным моделям. Учитывая, что фиброз 
легких  — это многокомпонентный процесс со 
сложно регулируемыми клеточными и  молеку-
лярным составляющими, обойтись одной моде-
лью для изучения всех заложенных в  нем меха-
низмов будет недостаточно, но их совокупность 
может позволить подойти к следующим открыти-
ям и, возможно, открыть методы остановки про-
грессии или даже реверсии фиброза легких.
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